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PEPTIDES DERIVES DE lA PROTEINS ldMP-2 £T LEUR 
UTILISATION EN IMMONOTHERAPIE ANTITUMORM£. 

La pr^sente invention est relative h des 
peptides derives de la proteine MMP-2 et a leur 
utilisation en immunotherapie antitumorale. 

La vaccination ou immunotherapie peptidique 
est une approche th^rapeutique qui fait actuellement 
I'objet d'un grand int6r§t dans le cadre de la prevention 
ou du traitement des cancers. Son principe repose sur 
1' induction d'une reponse immune vis-a-vis de peptides 
repr6sentant des epitopes T d'antigdnes tximoraux reconnus 
par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) , qui jouent un 
role majeur dans 1' elimination des cellules cancereuses 
exprimant ces antigenes k leur surface. 

* 

On rappellera que les CTL ne reconnaissent pas 
les antigenes proteiques entiers, mais des fragments 
peptidiques de ceux-ci, presentes par les molecules du 
complexe majeur d' histocompatibility (CMH) exprimees a la 
surface de differentes cellules. Ce sont ces fragments 
peptidiques qui constituent les epitopes T. 

Les epitopes present 6s par le complexe majeur 
d' histocompatibilite de classe I (CMH I) . ont g^neralement 
8 a 11 acides amines, et sont reconnus par les cellules T 
CD8+, qui representent la composante majeure de la reponse 
cytotoxique. Les Epitopes pr6sent6s par le complexe majeur 
d' histocompatibility de classe II (CMH II) ont 
generalement 13 18 acides amines et sont reconnus par 
les cellules T CD4+. 

L' identification de ces Epitopes, et notamment 
de ceux pr6sent6s par le CMH I (compte tenu du role 
essentiel de la reponse CD8+ dans la cytotoxicity) , 
constitue done une etape essentielle pour le d^velopperaent 
de compositions d' immunotherapie anti-t\amorale. 

Le melanome est une tumeur maligne cutan6e qui 
se developpe aux depens des melanocytes epidermiques que 
sont les cellules pigmentaires de la peau. En France, on 
d6nombre actuellement de 9 ^ 10 nouveaux cas pour 100.000 
habitants chaque annfee, soit pr6s de 5.000 nouveaux 
malades • 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Deux classes principales d'antigenes associes 
aux melanomes (MAA) sont connues : les antigenes 
specif iques, peu ou pas exprimes dans les tissus normaux, 
et les antigenes de dif f 6renciation m§lanocytaire, qui 
5 sont 6galement exprimes par les melanocytes (pour revue, 
voir CASTELLI et ai., 2000, J Cell Physiol, 182, 323-31 ; 
KIRKIN et ai., 2002, Cancer Invest^ 20, 222-36), 

En raison de la forte prevalence des cancers 
de type melanome, il est souhaitable d' identifier d'autres 
10 antigdnes tumoraux capables d'induire une reponse 
immunitaire cytotoxique antitumorale . 

Les metalloproteases matricielles (MMP) sont 
des endopeptidases Zn-dependantes qui sont responsables de 
la degradation de differents composants proteiques de la 
15 matrice extracellulaire (ECM) et des membranes basales 
(KHASIGOV et al., 2001, Biochemistry., 66 (2), 130-40). A 
I'heure actuelle, 21 membres de la famille MMP sont connus 
Chez I'homme. 

La sur-expression des MMPs est observee dans 
20 un grand nombre de cancers humains et est associee a un 
faible taux de survie. En effet, les MMPs ont la capacite 
de potentialiser la progression tumorale en augmentant la 
croissance cellulaire, la migration cellulaire et 
I'angiogenese (EGEBLAD and WERE, 2002, Nat. Rev. Cancer., 
25 2(3), 161-74). 

La proteine MMP-2 (egalement denommee 
gelatinase A ou collagenase de type IV ; OMIM 120360) 
clive le collagene de type IV, la gelatine, ainsi que 
d'autres composants de la matrice extracellulaire. Cette 

30 proteine est exprim6e dans nombre de cellules et de tissus 
sains ; elle est egalement sur-exprim^e dans de nombreux 
cancers. De nombreuses etudes ont montre qu'elle est 
impliquee dans la progression tumorale, les metastases et 
I'angiogenese (LIOTTA et ai., 1980, Nature., 284 (5751), 

35 67-8 ; ITOH et ai., 1998, Cancer. Res., 58(5), 1048-51 ; 
BROOKS et ai., 1998, Cell., 92(3), 391-400). 
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Du fait de sa sur-expression dans de nombreux 
types de tumeurs, et de son implication dans la 
transformation maligne et dans 1' angiogen^se tumorale, il 
a 6t6 propose d'utiliser MMP-2 comma cible de traitements 
5 antitumoraux, en inhibant son activity (EGEBLAD and WERE, 
precite ; COUSSENS et al., 2002, Science, 295 (5564), 
2387-92) . 

Cependant, la proteine MMP-2 n''etait pas 
consider6e jusqu'a present comme un antigene cible capable 
10 d'induire une reponse cytotoxique antitumorale . A 
fortiori, aucun epitope T de MMP-2 n'avait ete identifier 

Les Inventeurs ont maintenant decouvert que 
MMP-2 pouvait etre appretee efficacement par des cellules 
de melanome pour generer des Epitopes T presentes par le 
15 CMH I, et induisant des lymphocytes T cytotoxiques 
capables de lyser ces cellules tumorales. 

La pr6sente invention a en consequence pour 
Ob jet 1' utilisation d'une molecule choisie parmi : 

- la metalloprotease MMP-2 / 

20 - un fragment de ladite metalloprotease 

comprenant un Epitope T pr6sente par le 
CMH I ; 

- un polynucleotide codant pour ladite 
metalloprotease ou pour ledit fragment ; 

25 pour I'obtention d'un medicament destine a 
1' immunotherapie anti-tumorale, et plus particulierement 
au traitement de meianomes exprimant MMP-2 . 

Des fragments de MMP~2 utilisables 
conformement ^ la pr6sente invention englobent notamment 

30 tout peptide immunogene constitue par 8 a 11 acides amines 
consecutifs de ladite metalloprotease, et constituant un 
epitope T presente par le CMH I. Ces peptides immunogenes, 
ainsi que les polynucleotides codant pour ces peptides, 
font egalement partie de I'objet de la presente invention. 

35 Dans le cadre de 1' expose de la presente 

invention, on entend par « epitope T presente par le 
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CMH I » un peptide capable d'induire une reponse CTL 
sp6cifique centre I'antig^ne dont il est issu. 

A titre d' example non limitatif de realisation 
de la prfesente invention, les Inventeurs ont identifie un 
5 peptide presente par HLA-A*0201, de sequence (code 1 
lettre) GLPPDVQRV (SEQ ID NO : 1) . 

Ce peptide est capable d'induire une reponse 

■ 

CTL specifique vis-a-vis de cellules de melanomes HLA- 
A*0201 exprimant MMP-2, et est done notamment utilisable 
10 pour I'obtention de medicaments destin6s au traitement de 
patients HLA-A*0201. 

D'autres Epitopes T conformes k 1' invention 
peuvent etre obtenus de diverses manieres ^ partir de 
I'antigene MMP-2. 

Par exemple, il est connu que des peptides 
susceptibles de former un complexe avec un allele du CMH I 
donne ont en commun la presence, a certaines positions, de 
residus d'acides amines particuliers, d^nommes « r6sidus 
d'ancrage ». On a ainsi d6fini pour les differents alleles 
du CMH I, des motifs d'anerage specif iques, impliquant des 
acides amines d6nommes « residus d'ancrage primaires ». II 
a aussi 6t6 montr6 que des r6sidus situ6s en dehors des 
motifs d'ancrage primaires (residus d'ancrage secondaires) 
pouvaient exercer un effet favorable ou defavorable sur 
25 1' affinity du peptide pour le CMH. 

Le choix des sequences peptidiques 
susceptibles de constituer des epitopes present^s par un 
allele du CMH I donn6, peut s'effectuer, de maniere 
classique, par 1' analyse de la sequence peptidique de 
30 I'antigene MMP-2, afin de selectionner les peptides 
possedant tout ou partie du motif d'ancrage primaire 
correspondant ^ cet allele. Diff6rentes bases de donnees 
repertoriant les motifs d'ancrage connus sont 
disponibles : i titre d'exemples, on citera la base 
35 SYFPEITHI (http://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/; RAMMENSEE 
et al., Immunogenetics, 50, 213-219, 1999), ou la base 
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BIMAS (http;//bimas. dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind ; Parker 
et al,, J. Iinmunol. 152, 163, 1994;. 

La presents invention a egalement pour objet 
des compositions comprenant au moins un peptide immunogdne 
conforme k 1' invention ou un polynucleotide codant pour 
ledit peptide. 

II peut s'agir en particulier de compositions 
multiepitopiques, capables de generer une reponse CTL 
polyspecifique, et qui dans ce but comprennent egalement 
un ou plusieurs autre (s) epitope (s) * immunog^ne (s) . Ces 
autres epitopes peuvent §tre issus de MMP-2, ou d'un ou 
plusieurs autres antigdnes. 

Des compositions multi6pitopiques conformes ^ 
1' invention peuvent comprendre, pour etre largement 
15 utilisables sur une population dont les individus portent 
des alleles HLA diff6rents, des 6pitopes present6s par 
differentes molecules du CMH I. Elles peuvent 6galement 
comprendre en outre au moins un epitope presente par une 
molecule du CMH II, et capable, d'induire une reponse T 
20 auxiliaire. 

Selon un mode de realisation pr6fere d'une 
composition conforme k 1' invention, elle comprend au moins 
un polypeptide chimerique comprenant une ou plusieurs 
copies d'un peptide immunog^ne conforme k 1' invention. 

25 Dans le cas d'une composition multiepitopique, ledit 
polypeptide chimerique comprend en outre une ou plusieurs 
copies d'au moins un autre epitope immunogene. 

On peut par exemple inject er au patient ^ 
traiter un peptide immunogene, ou une composition 

30 conformes a 1' invention tels que definis ci-dessus, 
eventuellement associ6s a un adjuvant appropri6. De meme, 
des polynucleotides conformes a 1' invention, de preference 
int6gres dans des vecteurs d'acide nucl6ique, notamment 
des vecteurs viraux tels que des adenovirus, peuvent 

35 egalement etre directement administres par injection au 
patient ^ traiter. 
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La pr6sente invention englobe egalement des 
cellules pr6sentatrices de I'antig^ne presentant un 
epitope T issu de MiyiP-2 conforme a 1' invention. 

Des cellules presentatrices de I'antigene 
) conformes a 1' invention peuvent §tre obtenues a partir de 
toutes les cellules capables de presenter un antigene via 
le CMH I. Notamment, elles peuvent etre obtenues k partir 
de cellules presentatrices de I'antigdne prof essionnelles, 
par exemple des cellules dendritiques, 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente invention, lesdites cellules presentatrices de 
1' antigene sont charg6es in vitro a I'aide d'un peptide 
immunogene selon I'lnvention, comme decrit par exemple par 
BAKKER at al. (Cancer Res., 55, 5330-5334, 1995) ou VAN 
15 ELSAS et al. (Eur. J. Immunol., 26, 1683-1689, 1996). 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
la pr6sente invention, lesdites cellules presentatrices de 
1' antigene sont transfectees in vitro par un 
polynucleotide comprenant une sequence codant pour un 
peptide immunogene conforme a 1' invention, par exemple un 
polynucleotide codant pour la proteine MMP-2 ou pour un 
fragment de celle-ci. 

Les cellules presentatrices de 1' antigene 
conformes a 1' invention peuvent ensuite etre injectees au 
25 patient a traiter, comme decrit par exemple par KAPLAN et 
al. (J. Immunol., 163 (2), 699-707, 1999) ou KIM et al. 
(Annals of Surgical Oncology, 5(1), 64-76, 1998). 

La presente invention englobe aussi 
1' utilisation de la proteine MMP-2, ou d'un fragment de 
celle-ci, et notamment d'un peptide immunogene selon 
1' invention, pour la detection de CTLs diriges contre MMP- 
2 dans un preievement biologique obtenu ^ partir d'un 
sujet atteint de melanome, 

Ces peptides peuvent egalement etre utilises 
pour realiser le tri specif ique de ces CTLs. Les CTLs 
ainsi isoies peuvent ensuite etre amplifies in vitro et 
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reinjectes en grand nombre (de I'ordre du milliard) au 
patient. • 

La presente invention a ainsi pour objet un 
proc6de de preparation de CTLs dirig^s contre MMP-2, 
5 caract§rise en ce qu'il comprend la selection, a partir de 
CTLs prelev6s sur un patient atteint de melanome, de ceux 
reconnaissant la proteine MMP-2, ou un fragment de celle- 
ci, et notamment un peptide conforme k 1' invention, et la 
multiplication in vitro des lymphocytes T ainsi 
10 selectionn6s. 

La presente invention a egalement pour objet 
une preparation de CTLs dirig6s contre la proteine MMP-2, 
et en particulier une preparation de CTLs susceptibles 
d'etre obtenue par le precede defini ci-dessus. 

La presente invention englobe egalement les 
medicaments comprenant un principe actif choisi parmi : 

un peptide immunogene conforme k 

1' invention ; 

- une composition multi6pitopique conforme k 
20 1' invention ; 

- un polynucleotide conforme a 1' invention ; 

- une cellule presentatrice de I'antigene 
conforme a 1' invention ; 

une preparation de CTLs conforme k 

25 1' invention. 

La presente invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere k des exemples non-limitatif s illustrant 
1' induction d'une reponse cytotoxique antitumorale par un 
peptide conforme a 1' invention issu de I'antigdne MMP-2* 
EXEMPLE 1 : CARACTERISATION D'UN CLONE CTL (CLONE M134.12) 
RECONNAISSANT DES LIC^IEES DE MELANOME HLA-A2 . 

Des clones CTL ont ete obtenus en stimulant 
par des cellules tumorales autologues (selon le protocole 
35 decrit par PANDOLFINO et al., 1992, Eur. J. Immunol., 
22(7), 1795-802) des lymphocytes infiltrant les tumeurs 
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(TIL) d'un patient (HLA A*0201, B*0801, Cw*0701) atteint 
de melanome. Ces clones CTL sont capables de lyser 
specif iquement les cellules tumorales autologues, et de 
s6cr6ter du TNFa et de I'lFNy en reponse a la stimulation 
5 par ces cellules 

L^un de ces clones (CTL M134.12) a 6te retenu 
pour. la suite des experimentations. 

Le clone CTL M134.12 a ete co-cultive en 
presence de la lignee autologue M134, et de diff6rentes 
10 lign6es allogeniques (M17, M113, M147, M153, M204, FM25, 
FM29, IPC 277/5, M25, M44, M88, M102, M117, M171, M199, 
M200) issues de melanomes de differents patients HLA 
A*0201, 

Apres 6 heures de culture, les surnageants ont 
15 6t6 preleves et leur concentration en TNFa a et6 
determinfee par mesure de la cytotoxicite de ces 
surnageants de culture pour le clone 13 de WEHI 164, comme 
decrit par DE PLAEN et al. (Methods, 12, 125-42, 1997). 

Les resultats sont illustres dans la Figure 1. 
20 En ordonnee, la concentration de TNFa en pg/ml. 
En abscisse, les diff6rentes lignees test6es. 

Le clone CTL M134.12. reconnait, outre la 
lignee M134, neuf lignees cellulaires allogeniques de 
melanome exprimant HLA A*0201. Ceci indique que ce clone 
25 CTL reconnait un antigene coramun a ces lignees et presente 
par 1' allele HLA A*0201. 

EXEMPLE 2 : IDENTIFICATION DE L' ANTIGENE RECONNU PAR LE 
CLONE CTL M134.12. 

Pour identifier 1' antigene reconnu par le 
30 clone CTL M134.12, une banque d'ADNc a 6te construite a 
partir des ARNm de la lignee cellulaire tumorale M134. 
Construction da la banqne d^ADNc 

Les ARNm Poly- (A)* ont 6t6 extraits k partir 
des cellules M134 en utilisant le kit Fast Track 2.0 
35 (Invitrogen Corp., Oxon, UK). La synthese d'ADNc a partir 
des ARNm purifies a €t€ effectu^e ^ I'aide d'un kit 
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(Stratagene Inc., La Jolla, CA) . Les ADNc neo-synth6tises 
ont 6te ligatures a des adaptateurs Eco RI, puis dig6r6s 
par Xho I et enfin inseres au niveau des sites Eco RI et 
Xho I du vecteur d' expression eucaryote pcDNA3.1 
(Invitrogen Corp.). Les plasmides recombinants obtenus 
ont 6t6 §lectropor6s dans la souche E. coli XLl 
(Stratagene Inc., La Jolla, CA) . Apr%s 61ectroporation, 
pr^s de 60.000 clones r^sistants a 1' ampicilline ont ete 
isol6s. Pour permettre le criblage de ces clones, 574 
groupes (chacun de 100 clones bact6riens r^sistants a 
1' ampicilline) ont 6t6 cr66s. L'ADN plasmidique de chacun 
des groupes a ete extrait par lyse alcaline i I'aide du 
. kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen S.A. ,Courtaboeuf , 
France) . 

^5 pet ADN plasmidique a ensuite 6te co- 

transfect6,- dans des cellules COS-7, avec un vecteur HLA 
A*0201 (pHLA A*0201, obtenu aupr^s de T. Boon, LICR, 
Bruxelles, Belgique) . 

Transfeotion. des cellules COS-7 

Les cellules COS-7, . cultivees dans du milieu 
DMEM (Sigma) contenant 1 g de glucose/litre et 10% de 
s§rum de veau foetal, des antibiotiques et de la L- 
glutamine, ont 6t6 transfect6es par le vecteur pHLA- 
A*0201, seul ou en association avec I'ADN plasmidique issu 
25 de I'un des groupes de la banque d'ADNc de M134. La 
transfection a 6t6 effectu6e selon le protocole i la DEAE- 
dextran-chloroquine (BRICHARD, Exp. Med. 1993, 1(78): 489- 
495). 2.10* cellules COS-7 ont et6 transfect6es avec 100 
ng de plasmide pHLA-A*0201 . et, pour la co-transfection, 
100 ng d'ADN plasmidique de la banque de M134. 48h apres 
transfection, ces cellules COS-7 ont ete utilisees pour 
stimuler le clone CTL M134.12 T. Aprds 6 heures de co- 
culture, les surnageants de culture ont 6te pr61ev6s et 
leur concentration en TNF a 6t6 determin§e par la mesure 
de leur cytotoxicite pour le clone 13 de WEHI 164, comme 
decrit ci-dessus. 
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Parmi les groupes testes, un groupe positif 
(270) a 6te identifi^. 96 plasmides distincts de ce groupe 
ont §te testes individuellement pour leur capacite a 
induire la s§cr6tion de TNFa par le clone CTL M134.12. 
5 L'un de ces plasmides, denomme pNA134-A, 

induisant une secretion de TNFa comparable i celle obtenue 
en presence de la lignee cellulaire M134 a et6 
selectionne. 

La Figure 2 compare la s6cr6tion de TNFa par 
10 le clone CTL M134.12, en 1' absence de cellules 
stimulatrices, en presences de cellules M134, en presence 
de cellules COS-7 non-transfect6es, en presence de 
cellules COS-7 transfect6es par le plasmide pHLA-A*0201 
seul, et en presence de cellules COS-7 co-transfect6es par 
15 les plasmides pHLA-A*0201 et pNA134-A. 

Le sequencage de pNA134-A montre qu'il 
contient un ADNc de l,3kb dont la sequence correspond k 
I'extr6mit6 3' de la sequence codant pour la 
metalloprotease MMP-2 (numSro d' accession : NM_004530) • La 
20 proteine MMP-2 est done I'antigene reconnu par le clone 
CTL M134.12. 

L' insert du plasmide pNA134-A code pour les 
acides amines 501-661 de MMP-2. 

Afin de mieux preciser la region de MMP-2 
25 reconnue par le clone CTL M134.12 des plasmides contenant 
des variants tronques de 1' insert d'ADNc de NA134-A 
(fragment 20 codant pour les acides amines 501-661 de MMP- 
2, et fragment 25 codant pour les acides amines 501-556 de 
MMP-2) ont et6 construits. 

Un plasmide comprenant la totalite de I'ADNc de 
MMP-2 a 6galement 6t§ construit. 

Chacun de ces plasmides a et6 co-transf ecte 
avec pHLA A*0201 dans des cellules COS-7, qui ont ensuite 
ete testees pour leur capacite a induire la secretion de 
35 TNFa par le clone CTL M134.12. 
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Les constructions testees sont schematisees 
sur la Figure 3 qui indique 6galement leur capacite ^ 
induire ou non la secretion de TNFa par le clone CTL 
M134.12. 

5 Ces rfesultats montrent que 1' Epitope T reconnu 

par le clone CTL M134,12 se situe entre les acides amines 
556 et 593 de MMP-2. 

Une serie de peptides (sequences GLPPDVQRV 
(SEQ ID NO : 1), LGLPPDVQRV (SEQ ID NO : 2) , LPPDVQRV (SEQ 
10 ID NO : 3) et GLPPDVQR (SEQ ID NO : 4)) d6riv6s de la 
region 556-593 de la proteine MMP-2 ont 6te synthetises 
(Syntiem Nimes, France). 

Ces peptides ont ete utilises pour 
sensibiliser des cellules T2 marquees au ^^Cr. Ces 

15 cellules ont 6t6 incubees 60 minutes a 37 °C avec 
diff^rentes concentrations de chacun des peptides a 
tester, Des cellules effectrices CTL M134.12 ont ensuite 
.6t6 rajoutees dans un rapport cellules 

effectrices/cellules cibles de 10/1. La quantity de ^^Cr 

20 relarguee dans le surnageant est mesuree 4 heures plus 
tard. 

Les r§sultats sont illustres par la Figure 4. 
En ordonnee, le pourcentage de lyse specif ique. 
En abscisse, la concentration de peptide LGLPPDVQRV {•) , 
25 GLPPDVQRV (■) , LPPDVQRV (A), ou GLPPDVQR (X) en nM. 

Ces resultats montrent que le peptide 
GLPPDVQRV est le plus efficace pour sensibiliser les 
cellules T2 a la lyse par le clone CTL M134.12. 
EXEMPLE 3 : EXPRESSION DE MMP-2 DANS DIFFERENTS TYPES 
30 CELLULAIRES, ET RECONNAISSANCE SPECIFIQUE DE CELLULES DE 
MELANOME PAR LES CTLS M134.12 

II est connu que MMP-2 est exprime de fa^on 
constitutive par des tissus comme I'endom^tre, le foie ou 
I'aorte (KHASIGOV, Biochemistry, 2001), et par un nombre 
35 important de types cellulaires tels que les macrophages, 
les trophoblastes (YAMAMOTO, Cancer, Res., 1996), les 
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lymphocytes T activ6s par l'IL~2 (LEPPERT, JI,1995 Esparza 
J., BLOOD," 1999), les f ibroblastes, les keratinocytes, 
les chondrocytes, les cellules endotheliales, les 
monocytes, ou les osteoblastes (BIRKEDAL-HANSEN, Grit . Rev. 
5 Oral. Biol. Med., 1993). 

La capacite du clone CTL M134.12 k reconnaitre 
des cellules (tumorales ou saines) de differents types, 
exprimant MMP-2 (expression verifiee par RT-PCR et 
immunohistochimie) et HLA-A2 a ete test6e, par mesure de 
10 la s6cr6tion de TNFa par le clone CTL M134.12 en reponse a 
la • stimulation par ces cellules. Le protocole utilis6 est 
identique k celui d6crit a I'exemple 1 ci-dessus. 

Les resultats obtenus sont pr6sent§s dans le 
tableau I ci-dessous. 
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Tableau I 





Type cellulaire 


Cellules cibles 


Reconnaissance par le 
clone CTL1\/1134.12 






M17 


+ 






M113 


+ 






M134 


+ 






M147 


+ 




Melanome 


M153 


+ 




M204 








FM25 


+ 






FM29 

• • • 1 ^^^^ 


+ 


1 i 




IPC 277/5 

• 


+ 




GMEL 








M88 








M117 






Cancer colorectal 


Sw480 






Carcinome de rein 


A498 








R28 






Ovaire 


OVCAR 






ThyroTde 


TT 






Melanocytes 


98M09 








01MO08 






Keratlnocytes 


K1 




tf) 
0) 


Fibroblastes 


MG 








HFFF2 






Endothelium 


HAEC#8186 





Ces resultats montrent que 10 des lignees 
cellulaires de melanome qui expriment MMP-2 sont reconnues 
par le clone CTL M134.12. 
5 En revanche, bien qu'exprimant MMP-2 et HLA-A2, 

aucune des autres lign6es de cellules canc6reuses, et 
aucune lignee de cellules non-canc6reuses n'est reconnue 
par le clone CTL M134.12. 

En conclusion, malgre le prof il d' expression 
10 ubiquitaire de la proteine MMP-2, seules les cellules de 
m§lanome paraissent avoir la capacity de presenter 
efficacement un Epitope de cette prot6ine. 
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REVENDICATIONS 
1) Utilisation d'une molecule choisie parmi : 

- la metalloprotease MMP-2 ; 

un fragment de ladite metalloprotease 
5 comprenant un epitope T pr6sent6 par le. CMH I ; 

- un polynucleotide codant pour ladite 
metalloprotease ou pour ledit fragment ; 

pour I'obtention d'un medicament destine a 
1' immunoth^rapie anti-tumorale, 
10 2) Peptide immunogene constituant un epitope T 

presente par le CMH I, caracterise en ce qu' il est 
constitu6 par un fragment de 8 ^ 11 acides amines 
cons§cutifs de la metalloprotease MMP-2. 

3) Peptide immunogene selon la revendication 
15 2, caracterise en ce qu'il est d^fini par la sequence 

GLPPDVQRV. 

4) Polynucleotide codant pour un peptide selon 
une quelconque des revendications 2 ou 3, 

5) Composition comprenant au moins un peptide 
20 selon une quelconque des revendications 2 ou 3, ou un 

polynucleotide selon la revendication 4 . 

6) Utilisation d'un peptide selon une 
quelconque des revendications 2 ou 3, ou d'un 
polynucleotide selon la revendication 4 pour I'obtention 

25 d'un medicament. 

7) Utilisation selon la revendication 6, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine au 
traitement de meianomes. 

8) Cellule prfesentatrice de I'antigene isolee 
30 exprimant une molecule du CMH I, caracterisee en ce 

qu'elle est chargee In vitro par un peptide selon une 
quelconque des revendications 2 ou 3. 

9) Cellule presentatrice de I'antigene 
exprimant une mol6cule du CMH I, caracterisee en ce 

35 qu'elle est transfectee par un polynucleotide comprenant 
une sequence codant pour un peptide immunogene selon une 
quelconque des revendications 2 ou 3. 
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10) Utilisation de la metalloprot6ase MMP-2 ou 
d' un fragment de celle-ci pour la detection de lymphocytes 
T cytotoxiques diriges contre MMP-2 dans un prelevement 
biologique obtenu a partir d'un sujet atteint de melanome. 
5 11) Precede de preparation de lymphocytes T 

cytotoxiques dirig6s contre la metalloprotease MMP-2, 
caracteris6 en ce qu'il comprend la selection, k partir de 
lymphocytes T cytotoxiques pr61ev6s sur un patient atteint 
de melanome, de ceux reconnaissant MMP-2 ou un fragment de 
10 celle-ci, et la multiplication in vitro des lymphocytes T 
ainsi selectionnes . 

12) Preparation de lymphocytes T cytotoxiques 
diriges contre la metalloprotease MMP-2, laquelle 
preparation est susceptible d'etre obtenue par le proc6d§ 

15 selon la revendication 11. 

13) Medicament, comprenant un principe act if 
. choisi parmi : 

- un peptide immunogene selon une quelconque 
des revendications 2 ou 3 ; 
20 - un polynucleotide selon la revendication 4 ; 

une cellule presentatrice de I'antigdne 
selon une quelconque des revendications 8 ou 9 ; 

une preparation de lymphocytes T 
cytotoxiques selon la revendication 12. 

25 
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FIG 1 



BEST AVAILABLE COPY 
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Cellules stimulatrices 

Aucune 

M134 
cos 

cos + HLAA*0201 

cos + HLA A*0201 + cDNA NA1 34-A 




relargage du TNF (pg/mL) 



FIG 2 



BEST AV/Aii ARrp COPY 
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TNF 



1 



MMP-2 



NA-134A 



fragment 20 



fragment 25 



. V- /: 



ft 



501 



501 



1 •/.- -1 



593 




661 



r * -1- • 



661 



FIG 3 
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100 T 




[peptide] (nM) 



FIG 4 
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F0598-FR-P-77-SEQ 
SEQUENCE LISTING 

<110> INSERM 

<120> Peptides derives de la prot^ine mmp-2 
et leur utilisation en immunotherapie 
anti tumoral e 

<130> MJ Pah- 598/77 

<160> 4 

<170> Patent In version 3-1 

<210> 1 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Gly Leu Pro Pro Asp Val Gin Arg val 
1 5 

<210> 2 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Leu Gly Leu Pro Pro Asp val Gin Arg val 
15 10 

<210> 3 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<400> 3 F0598-FR-P-77-SEQ 

Leu Pro Pro Asp val Gin Arg val 
1 5 

<210> 4 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 4 

Gly Leu Pro Pro Asp val Gin Arq 
1 5 
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